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Beitraff zur Theorie des F~rbeproeesses. 
Die F|irbungseigenschaften der Cellulose. 
Von 
Dr. Leonor  l~Hehae l l s ,  Assistent. 
~ 
Die folgenden Untersuchungen kniipfen an eine den Histologen 
langst bekannte Thatsache an. Wenn man eine mSglichst sehwache 
alkoholische LSsung von eosinsaurem Methylenblau auf Filtrirpapier 
tupft, so bildet sich ein blaues Centrum, umgeben yon einem rothen 
Hof. Bekanntlich gibt auch z. B. das Ehr l ich 'sche ,Triacid" in 
verdtlnnter wi~sseriger LSsung ein blaugriines Centrum und einen 
rothen Hof. Diese letztere Thatsache konnte nun anscheinend er 
Deutung keine grossen Schwierigkeiten machen. Denn wie ich an 
anderer Stelle i) erSrtert babe, ist das ,Triacid" durchaus nicht als 
die reine Liisung eines neutralen Farbstoffs zu betrachten, sondern 
es enthi~lt nur das Methylgrt~n und die beiden sauren Farbstoffe, 
Saurefuchsin und Orange G, neben einander in Li~sung. 
Man brauchte daher nur anzunehmen, dass das Methylgrtin 
rascher als das Saurefuchsin in das Papier diffundirt, und die Er- 
klarung for die Farbenringe machte, wie ich glaube, keine Schwierig- 
keiten. Dagegen ist diese Deutung bei dem entsprechenden Versuch 
mit reinem eosinsaurem Methylenblau nicht angangig. Das eosin- 
raure Methylenblau ist ein einheitlicher Kiirper, und selbst wenn 
man annimmt, dass er in z. B. methylalkoholischer L•sung (hath 
M a y und G r i~ n w a 1 d e) auf's Weitgehendste dissociirt ist, so dass 
die Componenten: Methylenblaubase und Eosinsam'e getrennt in das 
Papier diffundiren, so kOnnte doch - -  sollte man wenigstens meinen 
1) L. M ichae l i s ,  Einfiihrung in die Farbstoffchemie ftir Histologen 1902 
S. 135. 
2) May u. Gr i inwald,  Ueber Blutfhrbungen. Centralbl. f. inhere 1V[ed. 
1902 Nr. 11. 
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- -  die Eosin s i~ u r e, welche gelb gefhrbt ist, nicht einen tiefrothen 
Hof erzeugen. Ich neigte daher anfiinglich der Meinung zu, dass 
der Niederschlag, der beim Vermischen yon Methylenblau nd Eosin 
entsteht, vielleicht gar nicht eosinsaures Methylenblau sein m5chte, 
sondern eine moleculare Verbindung yon Eosin-Alkali und Methylen- 
blau-Chlorhydrat. Zwar ist yon Laurent  1) schon gezeigt worden, 
dass die Verbindung eine constante Zusammensetzung hat, indem 
zwei Mol. Methylenblau auf ein Mol. Eosin kommen, aber das be- 
weist noch nicht, dass die Verbindung nicht den soeben angedeuteten 
Charakter besitzen kSnnte. Rosin ~, welcher noch vorher die 
Eigenschaften des ,eosinsauren Methylenblaus" als des Typus eines 
reinen neutralen Farbstoffs im Sinne Ehr l i ch ' s  beschrieben hat, 
hat den Farbstoff nicht analysirt. Ich analysirte daher zuni~chst das 
eosinsaure Methylenblau. 
Als husgangsmaterial diente einerseits Methylenblau medicinale 
yon HOchst, ein sehr reines Handelsproduct. Ein gutes, krystallisirtes 
Eosin konnte ich dutch den Handel nicht erhalten, trotzdem die 
Firma G r i~ 1) l e r mir dabei in dankenswerthester Weise behiilflich 
war. Die Handelseosine sind alles andere als analysenrein. Sie 
cnthalten meist Ueberschuss an Alkali. Ich stellte mir das Eosin 
desshalb selbst her. Fluorescein wurde durch LSsen in Alkohol 
und Fallen mit Wasser gereinigt, getrocknet~ mit etwas Alkohol 
abergossen und mit ~ Atomen Brom versetzt. Das entstandene 
Tetrabromfiuorescein wurde abgesaugt, getrocknet~ mit trockenem 
Natriumcarbonat und wenigWasser versetzt und aus Alkohol umkrystalli- 
~irt. Es gibt mit Leichtigkeit prachtvolle rothe Nadeln mit grtiner 
Oberfi~tchenfarbe. Die ~atriumbestimmung der Krystalle ergab: 
~)9% ; (i~l~~ (5,13% b~a. (Berechnet 6~64% .) 
Dieses Eosin wurde in etwa 1% iger wi~sseriger LSsung mit einer 
etwa 1% igen whsserigen LOsung von Methylenblau versetzt, bis eine 
Tupfprobe das Ende der Reaction anzeigte. Es bildet sich dann ein 
schwarzblaues, kSrniges Centrum, darum ein mattblauer Ring, und 
u|n diesen ein rosa gef~rbter Ring. _Nach 24 Stunden wurde der 
~iederschlag abfiltrirt. Er bildet ein violettschwarzes, amorphes 
1) Laurent, Ueber eine ncue FSrbemethode u. s. w. Centralbl. f. PathoL 
]900 S. 86. 
2) Rosin, Ueber eine neue Gruppe yon Anilinfarbstoffen u. s. w. Berl. 
ldin. Wochenschr. 1899 S. 250. 
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Pulver, welches im trockenen Zustand in gr~isseren Stficken griine 
Oberfli~chenfarbe hat. Eine Alkalibestimmung ergab nun, dass dieso 
Substanz gar kein Alkali enthiilt. Die abfiltrirte Fltissigkeit enthie~ 
dagegen reichlich Chlornatrium. Die Substanz enthRlt 
Br: 27,33% 1 27,11%; (Aufschluss mit CaO.) Berechnet 26,36%. 
N: 7,23~ (Dumas). Berechnet 6,92 %. 
Es ist also in der That eosinsaures Methylenblau, und die Reactioa 
hat nach der Gleichung stattgefunden: 
2 Mlb.Cl -t- Eo.Na~ ----- Eo.2 Mlb ~ 2 CINa. 
Es konnte also demnach nicht mehr zweifelhaft sein, dass das 
Papier aus dem Methylenblau-Eosin bei der Tupfprobe zun~tchst die 
Methylenblau b a s e an sich reisst, und dann die Eosin s aur e, welche 
auf Papier sonderbarer Weise roth gefarbt erscheint. 
II. 
Dies war der Ausgangspunkt far eine Reihe yon Untersuchungen 
fiber das Verhalten der Cellulose in Form von Filtrirpapier oder 
Bliicken aus reinster Cellulose, welche die Firma Sch le icher  & 
Schfi l l  liefert. 
1. Das Verha l ten  von Ce l lu lose  gegen Farbs~turen.  
Eosinsaure 15st sich in Benzol, Toluol, Xylol, Chloroform mit 
hellgelber Farbe. Tropft mad eine solche LSsung auf Filtrirpapier, 
so erzeugt sic augenblicklich einen intensiv rothen Fleck. In Methyl-, 
Aethylalkohol, Aceton liist sich die Eosinsi~ure mit rother Farbe 
(und gelber Fluorescenz) und farbt Filtrirpapier ebenso (ohne 
Fluorescenz). 
Congoroth, mit etwas Essigs~ture v rsetzt, wird in wasseriger, stark 
verd0nnter LSsung blau, ohne zuniichst einen Niederschlag zu geben. 
Diese blaue LSsung erzeugt, auf Filtrirpapier getupft, einen in 
wenigen Secunden roth werdenden Fleck. 
2. Das Verha l ten  yon Ce l lu lose  zegen Farbbasen .  
•ilblau gibt in wiisseriger LSsung mit .NaOH einen rothbraunen 
Niederschlag der freien Farbbase. Diese l(ist sich in Benzol, Toluol, 
Xylol, Aether, Chloroform mit rothbrauner Farbe. Eine solche 
Liisung erzeugt auf Filtrirpapier augenblicklich einen intensiv 
b lauen Fleck. 
Thionin wirkt ebenso, nur tritt die Blauung nicht so plOtzlich 
und energisch ein. Meldolas Blau, welches eine viel schwi~chere 
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Base ist, gibt in Form der gelben L0sung seiner Base in Toluol auf 
Filtrirpapier nur einen allmi~hlich mattblau werdenden Fleck. 
I lL 
Welche Schliisse wollen wir aus diesen Thatsachen ziehen7 
In Anlehnung an die Untersuchungen, welche M. He idenha in  1) 
karzlich publicirt hat, milssten wit hier dasselbe sagen, wie H e i d e n- 
ha ines  bezi~glich der EiweisskOrper gesagt hat. He idenha in  
hare gefunden, dass Eiweiss, sei es in LOsung, sei es in fester 
Form, unter bestimmten Umstt~nden sich mit Farbsi~uren und Farb- 
basen in der Farbnt~ance ihrer S al z e farbt, und daraus geschlossen, 
dass das Eiweiss im ersten Fall als Base, im zweiten als Siiure 
fungirt, ein bei dem Aminosliurecharakter des Eiweissmolecills an- 
scheinend wohl berechtigter Schluss. H ei d e n h a i n benutzte diese 
Erscheinung, um zu beweisen, dass die Eiweissfitrbungen salzartige 
Bindungen zwischen Eiweiss und Farbbase bezw. Farbs~ure seien. 
Hat aber fiir unseren Fall aueh die Cellulose diesen Doppel- 
charakter einer S~ure und Base? Man mOchte sich schwer zu dieser 
hnnahme entschliessen. Wenn wir irgend einen Stoff als chemiseh 
vOllig indifferent anzusehen gewohnt sind, so ist es gerade die 
Cellulose. Zwar ist in jangster Zeit (lurch die Theorie der Oxonium- 
basen yon v. Baeyer  u. V i l l iger  "~) wiederum einer grossen Klasse 
yon Substanzen der Basencharakter zuerkannt worden, yon denen 
wir vordem diesen auch nieht vermuthet hi~tten. Aber wir werden 
jedenfalls die Cellulose n icht  ohne  zwingenden Grund als 
Saure oder Base gegeniiber F~rbstoffen anerkennen. Und ein solcher 
Grund liegt, wie ich zeigen will auch keineswegs vor. Es verhalt 
sich namlich der gewbhnliche Aethylalkohol genau wie die Cellulose: 
Eosinsaure lbst sich in ibm nicht mit gelber, sondern mit rother 
Farbe (und Fluorescenz), wie sie in wasseriger LOsung nur die Alkali- 
salze des Eosin haben; die Nilblaubase (oder Thioninbase) 10st sich 
in reichlichem Alkohol nicht mit rothbrauner, sondern mit rein blauer 
1) M. Heidenhain, Ueber chemische Umsetzungen zwischen Eiweiss- 
kOrpern und Anilinfarben. Pfli~ger's Arch. Bd. 90. 1902. -- Derselbe, Neue 
Versuche iiber die ehemisehen Umsetzungen zwisehen EiweisskOrpern u d Anilin- 
farben. Pfl[lger's Archly Bd. 96. 1903. -- Derselbe, Ueber chemisehe An- 
f~rbungen mikroskopiseher Schnitte und fester EiweisskOrper. Zeitschr. f. 
wissensch. Mikroskopie Bd. 19. 1903. 
2) Ueber die basischen Eigenschaften des Sauerstoffs. Ber. 34, 2679. 
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Farbe, wie sie in wi~sseriger LSsung nur die Salze dieser Base zeigen. 
Also entweder schreiben wir auch dem Alkohol gegentiber den Farb- 
stoffen den Doppelcharakter iner Si~ure und Base zu, oder wir 
thun dies w e d e r mit dem Alkohol n o c h mit der Cellulose. Und 
da diirfte das Letztere denn doch vorzuziehen sein. 
Und wenn daher H ei d e n hai n nachgewiesen zu haben glaubt, 
dass die yon ihm beob~chteten Farbenumschlage dutch Eiweiss die 
,chemische" Natur der Farbung (d. b. die sa l zar t ige  Bindung 
des Eiweisses und des Farbstoffs) beweisen, so hhbe icb soeben ge- 
zeigt, dass allein durch den Wechsel des L ~ s u n g s mittels genau 
der gleiche Farbenumschlag zu Stande kommen kann. Die Frage 
bei der Auffassung des Fi~rbeprocesses ist: salzartige Bindung oder 
,,starre Li~sung"? Wenn He idenha in  das von ihln so reichlich 
gefundene Thatsachenmaterial fi]r die Richtigkeit der e r s t e n MSglich- 
keit ausbeuten zu ki~nnen glaubt, so meine ich gezeigt zu haben, 
dass man es ebenso far die zweite Miiglichkeit verwerthen kann: 
Eiweiss oder Cellulose verh~lt sich Farbstoffen gegeniiber genau wie 
Alkohol. 
Interessant ist folgendes Verhalten der alkoholischen LSsungea. 
Die im Alkohol in blauer Modification 15sliche Nilblaubase wird dutch 
einen Ueberschuss yon NaOH selbst in alkoholischer LSsung in die 
rothe Modification verwandelt. Analog schlagt die blaue Farbe des 
mit Nilblaubase blau gefiirbten Papiers dutch NaOH auf der Faser 
in roth urn. hndererseits wird die intensiv rothe LSsung der Eosin- 
siiure in Alkohol durch HC1 gelb, und mit Eosinsiture roth gei~arbtes 
Papier wird in der Faser durch HC1 gelb. Durch anhaltendes Waschen 
des Papiers mit Wasser wird die Wirkung der HCI bezw. NaOH 
wieder rackgfingig emacht. 
Doch betrachten wit die mit Farbbasen ,,angefi~rbte" Cellulose 
noch naher. Legt man ein mit Nilblaubase blau gefarbtes Stack 
Filtrirpapier in Xylol, so diffundirt die Base in rothen Wolken zum 
Theil in das Xylol. Wechselt man das Xylol, so diffundirt in gleicher 
Weise ein zweiter Theil. Dann aber, wenn nach wiederholter Ex- 
traction das Papier etwa nur noch himmelblau ist, scheint auch nach 
24sti]ndigem Aufenthalt in Xylol keine Farbe mehr extrahirt zu 
werden. Das ist aber nut scheinbar. Denn legt man in diese 
Schale mit dem blauen Papier und dem anscheinend farblosen Xylol 
ein Stack ungefitrbtes Filtrirpapier, so wird dieses ganz allmahlich 
ebenfalls blau. Oder legt man alas blaue Papier, aus welchem das 
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Xylol scheinbar nichts mehr extrahirt, in Alkohol (yon dessen ab- 
soluter Si~urefreiheit man sich natilrlich iiberzeugt hat!)1 so diffun- 
dirt in wenigen Minuten der Farbstoff in den Alkohol, und zwar nach 
dem oben Gesagten nun in b lau  e r Farbe. 
Die Cellulose ist, entsprechend der W i t t '  schen Theorie 1) yon der 
starren L0sung, dem Farbstoff gegentiber nur ein L 5 s u n g s m i t t e 1. 
Weun man die LSsungsmittel in zwei Kategorien theilt, je nach- 
dem sie Farbbasen vom Charakter des bTilblau mit rother Farbe 
(Benzol, Toluol, Aether, Paraffin, Schwefelkohlenstoffl Chloroform) 
oder mit blauer Farbe (Aethylalkohol, Methylalkohol, und was be- 
sonders interessant ist, geschmolzener H a r n s t o f f !) li)sen, so schliesst 
sich die Cellulose dieser zweiten Kategorie an. 
Es liegt mir v011ig fern zu behaupten, dasses iiberhaupt keine 
Fi~rbungen gi~be, welche auf Salzbildung beruhen. Dari~ber babe 
ich reich an anderer Stelle ~) ausgesprochen u d mSchte nur das Eine 
wiederholen, dass ich begrifflich durchaus zwischen diesen beiden 
Arten der Fi~rbung unterschieden babe, indem ich die Fiirbung durch 
starre LSsung als Insorpt ion ,  die andere als In junct ion  be- 
zeichnet habe. Ich hatte auch ausdrticklich betont, dass es im 
Einzelnen hisher selten mSglich ist zu unterscheiden, ob eine in- 
sorptive oder eine injunctive FSrbung vorliegt. Was ich durch diesen 
Aufsatz bewiesen zu haben glaube, ist, dass man einen Farben- 
umschlag, wie ihn H ei d e n h ai n beobachtet hat, nicht zur Ent- 
scheidung dieser Frage benutzen kann. 
Eiue hiervon unabhi~ngige Frage ist es, worauf denn nun die 
verschiedene Farbung eines und desselben Farbstoffes in verschiedenen 
LSsungsmitteln beruht. Diese Frage hoffe ich in einer gesonderten 
Arbeit besprechen zu kOnnen. M. H e i d e n h a i n ist es iibrigens 
wohl bekannt gewesen, dass die bhlblaubase in w i~ s s e r i g e r Li~sung 
je nach den Umsti~nden in einer rothen und einer blauen Modification 
vorkommt. Er ft~hrt es auf Polymerisationen zuriick. 
Zum Schluss mSchte ich noch eins hinzufiigen, um nicht miss- 
verstanden zu werden. He idenha in  hat den Befnnd erhoben, 
dass Farbsauren und Farbbasen unter Umstanden in Eiweissli~sungen 
Fallungen geben, welche eiue chemische Umsetzung zwischen Farb- 
1) O. bT. Witt, Farberzeitung 1~90/91 h'r. 1. Referirt: Chem. Centralbl. 
Bd. 2 S. 1039. 1891. Vgl. dazu: Ehrl ich,  Ueber den Zusammenhang yon 
chemischer Constitution und Wirkung. Festschr. zu v. Leyden's 70. Geburtstag. 
2) L. Michaelis 1: c. S. 78ff. 
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stoff und Eiweiss beweisen. Die R icht igke i t  dieser Thatsache 
uad  ih re  Deutung als chemische  Umsetzung wil l  ich 
durchaus  n icht  in Zwe i fe l  z iehen.  Saure Farbstoffe geben 
zum grossen Theil in essigsaurer LSsung, basische Farbstoffe in 
ammoniakalischer LSsung (z. B. Safranin) Eiweissfallungen. Aber 
auch zugegeben, dass Farbstoffe ia neutraler L0sung Eiweissfallungen 
geben k 0 n n e n, so wird nach dem oben Gesagten klar sein, dass 
man hieraus nicht den Schluss ziehen darf, dass auch jede histo- 
logische Farbung, selbst wenn sie mit einem Farbenumschlag ver- 
bunden ist, eine ,chemische Umsetzung " im Sinne einer Salzbildung 
zwischen Eiweiss und Farbstoff ist. 
Es ftihrt zu nichts, wenn man sich darilber streitet, ob der 
Farbungsprocess ein ,,chemiscber" oder ,physikalischer" Process sei. 
Die Grenzen dieser Begriffe sind durchaus unscharf. Man kann 
durchaus nichts dagegen einwenden, wenn man auch die Insorption 
als einen ,chemischen" Process auffassen will. GewShnlich aber 
verstehen die Anhanger der ,,chemischen Fiirbetheorie" unter einem 
chemischen Process eine s a 1 z artige Bindung zwischen Farbbase oder 
Farbs~iure und dem Substrat. Und doch beruht tier gr0sste Theil 
der histologischen Fiirbemethoden nicht auf einer solchen Salzbildung, 
soweit sich bisher tiberhaupt eine Entscheidung treffen ltisst. Uebrigens 
wird hierdurch der diagnostische Werth einer Farbreaction in keiner 
Weise beeinflusst, denn einerseits kann ein rein ,,chemischer P ocess" 
sehr vietdeutig und wenig beweisend, andererseits ein sicher rein 
,,physikalischer" Vorgang, wie z. B. die Fettfarbung mit indifferenten 
Farbstoffen, durchaus eindeutig und beweiskraftig sein. 
